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1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase und Effektoren der 1-Desoxy-D-xylulose- 
5-phosphat Synthase. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 
(DXS) sowie Effektoren der DXS. 

Isoprenoide stellen eine sehr umfangreiche Klasse von Naturstoffen dar und 
umfassen eine Vielzahl essentieller Verbindungen wie beispielsweise Caratinolde. 
Starolde. Prenylchinonseitenketten oder Phytolreste In Chlorophyllen (Coolbear & 
Threlfall, (1989) in Biosynthesis of terpenoid lipids, ed. Ratiedge & Wilkinson, 
(Academic Press), pp. 1 1 5-254. Bach. T.J. (1 995) Lipids 30, 1 91 -202). 

Es wird postuliert. daU die Biosynthese des Isopentenyldiphosphats (IPP), dem C-5- 
Grundkorper alier Isoprenoide. Qber den Acetat-Mevalonat-Weg erfblgt (Banthorpe 
etal., (1972) Chem. Rev. 72, 116-165; Beyia & Porter. (1976) Annu. Rev. Biochem 
45. 113-142). 

Vor kurzem wurde durch ^^C-Markierungsversuche an Bakterlen, Algen and 
Pflanzen die Bdstenz eines zum Acetat-Mevalonat-Weg altemativen 
Stoffwechselvreges zum JPP nachgewiesen (Rohmer et al., (1993) Biochem. J 295, 
517-524; Rohmeretal., (1996) J. Am. Chem. Soc. 118. 2564-2566). 
Als erstes Zwischenprodukt dieses altemativen Isoprenoidbrosyntheseweges wurde 
1-Desoxy-D-xylulos8-6-phosphat(DXP) postuliert, das in einer Thlamindlphosphat- 
abhangigen Reaktion aus Pymvat und Giycerinaldehyd-3-phosphat (GA3P) 
synthetisiertwird. 

Die DXS katalysiert den ersten Reaktionsschritt des altemativen. nicht Mevalonat- 
abhangigen Isoprenoldbiosyntheseweges, d.h. die Synthese von 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-phosphal (DXP) aus Pyruvat und Glycerinaldehyd^-phosphat (GA3P). 



DXP bzw. 1-Desoxy-D-xylulose (DOX) sind auSerdem an der Biosynthese von 
Thiamin (Vitamin und Pyridoxol (Vitamin Bg) beteiiigt (Hill et al.. (1996) J. Biol. 
Chem. 271. 30426^435; Himmeldirk et al., (1996) Chem. Commun.. 1187-1188). 

DarOber hinaus wurde Qber die Klonlerung und Charakterisierung des dxs-Gens aus 
E. colt sowie die Oberexpressron des dxs-Genprodukts in E. coli berichtet (Lois et 
al.. (1997) Abstracts 3rd Terpnet Meeting on Plant Isoprenoids. p. 16. Universite de 
Poitiers. Frankreich). Die Bildung von DXP wurde mittels zeilreien Extrakten 
nachgewiesen. 

FQr das Enzym DXS aus E. coli wurde eine Thiamlndiphosphat-Bindungsstelle 
postuliert, wie sie z. B. aus anderen Enzymen. wie Pyruvat-Decarboxylasen. 
Acetolactat-Synthasen oderTransketolasen bekannt ist. 

Ein Sequenzvergleich mit Sequenzinformatlonen auf AminosSure-Ebene zeigte 
Homologien zu Genprodukten bisher unbekannter Funktlon. so da& den folgenden 
offenen Leserahmen (ORF) die Funktlon einer DXS zugeordnet werden kann: 
E. coll (EMBL Acc. No. U 82664, Bp 17785 bis 19627). Haemophilus Influenzae 
(SwIssProt Acc. No. P 45205). Bacillus subtilis (SwissProt Acc. No. P 54623); 
Rhodobacter capsulatus (SwIssProt Acc. No. P 26242), Synechocystis sp PCC6803 
(GenBank Acc. No. D 90903) , IVIycobacterium leprae (Acc. No. P 46708). 
Mycobacterium tuberculosis (Acc. No, Z 96072). Helicobacter pylori (Acc. No. AE 
0CO552), Methanococcus jannaschli (Acc. No. G 64384) und dem CLA 1 (oder Def) 
Gen aus Arabldopsfs thaliana (GenBank Acc. No. U 27099; Mandel et al. (1996) 
The Plant Journal 9, 649^68). 

Weitere Recherehen in Sequenzdatenbanken ergaben fur die DXS-Proteine 
Homologien zu Transketolase-ahnlichen Enzymen (z.B. EC 2.2.1.1) und den E1- 
Proteinen aus dem Pymvatdehydrogenase-Komplex (RDM. EC 1.2.4.1) aus 
verschiedenen Organismen. Die DXS-Proteine sind jedoch in der Regel Welner als 
bakterielle Transketolasen. 



Die Nukleinsaure-Sequenzen bzw. NukleinsauremolkOle kodierend fQr ein Protein 
mit der Funktion einer 1-Desoxy-D-;<ylulQse.5i3hosphat Synthase werten als "dxs' 
und die Aminosauresequenzen bzw. Pnotefne mit der Funktion einer 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-phosphat Synthase als "DXS" bezeichneL 

Es vwjrde nun uberraschendenraise gefunden, dall Enzyme mit der Funktion einer 
DXS einen neuen. hochspezifischen Angriffspunkt fQr die Entwicklung pestizlder. 
insbesondere herbtzider oder antiblotisch wirksamer Verbindungen darstellen. 

Erfindungsgegenstand ist daher ein isoliertes Protein mit der Funktion einer DXS. 
Oder ein aktives Fragment daraus. vorzugsweise ausgewdhit aus der Gruppe 
bestehend aus DXS aus E. coli, Haemophilus influenzae. Bacillus subtilis, 
Rhodobacter capsulatus, Synechocystis sp. PCC6803, Mycobacterium leprae. 
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori. Methanococcusjannaschliund 
Arabidopsis thaliana. 

Das Protein mit der Funktion einer DXS oder ein aktives Fragment daraus laut sich 
in einer rekomblnanten Wirtszelle herslellen. indem man ein NukleinsSuremoIekul 
kodierend fQr ein Protein mit der Funktion einer DXS oder eines aktlven Fragments 
daraus in eine fur eine Wirtszelle geeignete Expressionskassette inseriert; die so 
ertialteno Expressionskassette in geeigneter Weise in einen fur eine Wirtszelle 
geeignelen Vektor inseriert; eine geeignete Wirtszelle mit dem so erhaltenen Vektor 
transfbnniert; die so Iransfbmiierte Wirtszelle In einem geeigneten Medium kultiviert; 
und das von besagter Wirtszelle produzlerte Protein mit der Funktion einer DXS 
Oder das aktlve Fragment daraus In geeigneter Weise aus dem Kultumiedium 
und/oder der Wirtszelle isoliert. 

Insofem kann die Herstellung gereinigter DXS auf gentechnischem Wege erfolgen. 
2. B. kennen zur Herstellung von rekombinanter DXS in einem Wirtsorganlsmus 
DXS-codierende DNA-Sequenzen in eine Expressionskassette klonlert werden. 
welche zur heterologen Expression des Strukturgens in dem ausgewahlten 
Wirtsorganlsmus geeignet sind. 



HierfOrsInd beispielsweise folgende DXS-kodierenden DNA-Sequenzen geeignet: 
mikrobielle Oder pflanzliche dxs-cDNA. mit gSngigen Methoden In Ihrer Sequenz 
veranderte pflanzliche dxs-cDNA-MolekOle, aber auch synthetische DNA- 
Sequenzen, abgeleltet aus mikrobieller oder pflanzlicher dxs-cDNA. die die 
Expression einer aktiven DXS oder deren aktiver Fragmente ermeglichen. 
insbesondere die oben genannten DXS-codierenden Sequenzen aus E. coli, 
Haemophiius influenzae. Bacillus subtilis. Rhodobacter capsulatus. Synechcicystis 
sp. PCCesoS. Mycobacterium leprae. Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter 
pylori, Methanococcus jannascliii und Arabidopsis thallana. 

DXS-kodierende DNA-Sequenzen sind auch venvendbar als Seleklionsmarker. wie 
z, B. als Herbizidresistenzmarker. 



Die EinfOhrung spezifischer regulatorischer Sequenzen in die Expressionskassette 
kann auUerdem enArtinscht sein, beispielsweise von Promotoren, 
Operatorsequenzen. Enhancern. Temiinatoren. Signalsequenzen, 5'- und 3'- 
untranslatierter Sequenzen, Oder Sequenzen kodierend fOr geeignete 
Fusionsprotelne. Die Verwendung solcher regulatorischer Sequenzen ist allgemein 
Qbllche Technik, die je nach Expressionsstrategle breit variieren kann. 

Die resullierende dxs-Expressionskassette. vereehen mit den notwendigen 
regulatorischen Elementen im passenden Leserahmen des dxs-Stnjkturgens. kann 
in einen Expressionsveklor. mit welchem der ausgewahlte Wirtsorganismus ' 
transfomiiert werden kann. inseriert werden. Geeignete Expressionsstrategien zur 
Herstellung rekombinanter Proteine und entsprechende Expresslonsvektoren sind 
allgemein bekannt fQr Wirtsorganismen wie beispielsweise E. coli, Hefen und 
Insektenzellen. Der durch stabile oder transients Transfomiation mit der dxs- 
Expressionskasette erhaltene rekombinante Organismus kann zur Gewfnnung von 
rekombinanter DXS in gerelnigter oder partiell gereinigler Forni oder von 
Zellfraktlonen, enttialtend DXS dienen. Der rekombinante Organismus kann 
gegebenfalls auch direkter Bestandteil, d.h. zelluiarer Bestandteil eines 
analytischen Testsystems sein. 



Unter dem Begriff "rekombinanter Organismus' ist insofem die Zelle eines durch in 
vitro veranderter oder Integrierter DNA modlfizierten Organismus zu verstehen, 
bsispielsweise von rekombinanten Hefe-, Bakterian-, Algen. Insekten- oder 
Pflanzenzellen. 

Ein bevoizugtes Expressionssystem Ist z. B. die Verwendung von E. coli als 
Wirtsorganismus. Als Vektoren kfinnen alle Vektoren dlenen, die Qber die 
geeigneten ExprBssionssignale. wie z. B. Promotoren und geelgnele 
Selektionsmarker, wie z. B. Resistenzgene oder Gene, die eine Auxotrophie 
komplementieren, verfugen. 

Gentechnlsch hergestellte DXS kann mittels verechiedener Methoden gereinigl 
werden. Die Eignung einer Methode hSngt jeweils vom verwendeten 
Wirtsorganismus, der Expressionsstategie und andeiBn Faktoren ab. die einem in 
der Expression und Reinigung rekombinanter Proteine erfahrenen Faclimann 
bekannt sind. Zum Zweck der Reinigung kann das rekombinante Protein auch durch 
entsprechende Verfinderung seiner Gen-Sequenz in der Expressionskassette mit 
Peptidsequenzen fusioniert werden. Bevorzugl sind als Fusionspartner Peptide oder 
Proteine zu verwenden, die als C- oder N-temninale Fusionen der rekombinanten 
DXS eine Affinit§t zu bestimmten SSulenmatenalien verleihen. Sotehe Fusionen 
dOrfen die Funktion der DXS nicht beeinflussen Oder mQssen z. B. durch EInbau 
geeigneter Proteaseschnitlstellen unter Rekonstitution der Funktion abspaltbar sein. 
Als Beispiele fur Fusionspartner selen Oligohistidin-Tails, das Strep-Tag™ 
(Blometra GmbH. Gdttingen, BRD), die Glutathion-S-Transferase (GST) oder das 
Maltose-bindende Protein (IWalE) genannt, ohne daK diese Anwendung auf die 
beispielhaft angegebenen Fusionspartner oder deren Fragmente beschrankt Ist. 

Die rekombinante oder genlechnische Herstellung und Reinigung der DXS 
ermaglicht z. B. die Veiwendung von DXS in biochemischen Teslsystemen zur 
Bestimmung der Enzymfunktion der DXS in Gegenwart von auszuprOfenden 
Testsubstanzen. insbesondere durch automatisiertes PrQfen (z.B. High Throughput 
Screening) von Testsubstanzen. 
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Die erfindungsgemaiien Proteine weisen bestimmte gemeinsame CharaWeristika 

von DXS-Proteinen auf. Dazu konnen 2.B. Enzymaktivitat, Molekulargewicht. 

Immunologlsche Reaktivttat. chromatographisches Vertialten, Konformation, 

Slabilitat, pH-Optimum. Temperatur-Optimum etc. gehoren. sowie auch 

physikalische Eigenschaften wie z. B. das elektrophoretische Laufverhaltan. 

Ladung. Sedlmentationskoeffizjenten, Ldslichkeil. speWroskopische Eigenschaften 
etc.. 



Ein wichtges Charakteristikum einer DXS 1st z. B. ihre Fahigkeit zur Synthese von 
DXP unter Umsetzung von Pyruval und GA3P. Diese AktivitSt kann z. B. wie in 
Beispiei Nr. 4 Iseschrieben bestimmt werden. 

Mittels der erfindungsgemaBen Proteine lessen sich daher auch Effektoren der DXS 
identifizieren, indem man die enzymatische Aktivitat der DXS. die zu einem direkt 
Oder indirekt, qualitativ Oder quanbtativ medbaren Signal fuhrt. bestimmt. 
vorzugsweise indem man eine DXS mit geeignelen Substraten inkubiert und die 
enzymatische Aktivitat der DXS in An- und Abwesenhelt einer zu untersuchenden 
Testsubstanz bestimmt und verglelcht. 

Die Identifizierung von Effektoren der DXS kann vorzugsweise in einem 
automalisierten Testsyslem. z.B. durch sog. "High-Throughput-Screenlng'. z.B. 
unter Venwendung von Pipettierrobotem und/oder computergestotzten Steuer- und 
Analysesystemen erfolgen. 

IVlan ist somit in der Lage. spezifische Inhibltoren Oder Aktivatoren, d.h. Effektoren 
der DXS aufzufinden. so daft u.a. Stoffe Wentiflziert werden kOnnen. welche eine 
potentielle herbizide bzw. wachstumshemmende oder auch wachstumsferdemde 
Wirkung besitzen. Die zu untersuchende chemische Verbindung wird dabei 
bevottugt in Konzentrationenzwischen lO'^M und 10"^ M. und besonders 
bevorzugt in Konzentrationenzwischen 10"'' M und 10"* M eingeselzt. 

Fur die Bestimmung der enzymalischen Aktivitat der DXS stehen eine Reihe von 
geeigneten Verfahren zur Verfugung. bei denen man die DXS in einem geeignelen 



Reaktionspuffer unter geeigneten Reaktionsbedingungen bezQglich 
Reaktionslemperatur und dem pH-Wert der Reaklion in Anwesenhelt von 
Thiamindiphosphat mit geeigneten Substraten, wie z. B. Pymvat und GA3P, 
inkubiert 

Als bevorzugte Reaktionsbedingungen der DXS seien geeignete Reaktionspuffer 
mil einem pH-Wert zwischen pH 3 und pH 1 1 , sowie Reaktionstemperaturen 
zwischen 2 "C und 60 °C genannL 

Die Quantlfizieaing der Enzyminhibition Oder Enzymaktivieatng {d.h. der 
effektorischen Wlrkung) kann durch einen einfachen Vergleich der katalytrschen 
Aktivitat der DXS In Abwesenhelt und in Anwesenheit der zu untersuchenden 
Testsubstanz unter ansonsten Identischen Testbedingungen geschehen. Zur 
Bestlmmung der Aklivitat der DXS kennen verschiedene biochemische MeB- 
Methoden eingeselzt werden. durch die entweder die Entstehung der 
Reaktionsprodukte der von der DXS katalysierten Reaktion, z. B. DXP. Oder aber 
eine Abnahme der Kbnzentration der Enzymsubstrale der DXS, z. B. Pymvat Oder 
GA3P, gemessen werden, z.B. durch eine Endpunktbestimmung des DXP naoh 
enzymatischer Umsetzung der Substrate Pyruvat und GASP, die gegebenenfalls 
radioakliv markiert Oder mIt anderen gangigen Markem versehen waren Oder durch 
nachgeschaltete Reaktionen nachgewiesen werden kdnnen, z.B. durch gekoppelte 
enzymatlsche Reaktionen. 

Dem In der Durchfuhnjng von Enzymtests erfahrenen Fachmann stehen viele 
Standardmethoden zur Bestimmung von EnzymakUvitaten zur Verfugung (s. z. B. 
Bergmeyer, H.U.. Methoden der enzymatischen Analyse, Band 1 und 2, Verlag 
Chemie, Weinheim (1974), Suelter, C.H.. Experimentelle Enzymologie: Grundlagen 
for die Laborpraxis, Fischer Stuttgart (1990)). 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktiviiat der DXS kann z. B. erfolgen, indem 
man die DXS mit [2-^<ChPyruvat und GA3P inkubiert und nach Ablauf einer 
geeigneten Inkubationszeit die Menge des gebildeten (2-i*CH-Desoxy-D-xylulose- 
5-phosphat nach Abtrennung von noch nicht umgesetzten [2-^*C]-Pyruvat und 
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GA3P qualitativ Oder quantitativ bestimmt. Die Trennung des 1-Desoxy-D-xylulose- 
5-phosphat von Pyruvat und GA3P kann z. B. an einer geeigneten statlonaren 
Phase unterVerwendung eines geeigneten Laufmlttelgemischs z. B. durch 
DQnnschlchtchromatographie oder durch HPLC erfolgen. Zur Verbessemng der 
Trennung von DXP. Pyruvat und GA3P kSnnen die Im Reaktionsansatz enthaltenen 
Phosphorsflureester vor der chromatographischen Trennung z. B. durch 
Behandlung mit saurer oder ailcalischer Phosphatase in die kon-espondierenden 
Alkohole Qberfuhrt werden. Bei der Aklivitatsbestimmung einer DXS kdnnen aber 
auch andere, radioakliv markierte Substrate, wie z.B. [U-^*C]-Pyruvat, ^*C- 
markiertes GA3P, ^H-markiertes Pyruvat Oder ^H-marklertes GASP an Stelle von [2- 
^*CJ-Pyruvat und GASP verwendetwerten. 

Es ist wellerhin vorslellbar, radioakBv markierte DXP-Derlvate (z. B. "C-, ^*C- oder 

markiert u. a), ausgehend von aufgerelnigler DXS, hetzustellen, urn diese In 
Testsystemen einzusetzen. Radloaktiv markiertes DXP kann als spezifischer 
Metabolit zur Untersuchung von Folgeenzymen des 1-Desoxyxylulose-P-Weges 
eingesetzt werden und damit auch wiederum die Untersuchung von Effektoren 
ermSglichen. So konnte z. B. Die Biidung von ^^C-IPP oder anderen ^*C- 
Verbindungen nachgewiesen werden; jeglicher Effektor. der demnach die 
Umwandlung von ^*C-DXP in IPP in vivo oder in vitro absenkt, kann wiedemm als 
mOgliches Herblzid/Antibiotikum des gesamten Weges angesehen werden. 

Die Aktivliat der DXS kann auch bestimmt werden. indem man z. B. die DXS mit [1- 
"Cl-Pymvat und GA3P inkubiert und nach Ablauf einer geeigneten Inkubationszelt 
die Menge des bei dor Reaktion freigesetzten ^^COj bestimmt 

Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indem man z. B. die DXS mit 
Pyruvat und GASP inkubiert und nach Ablauf einer geeigneten Inkubationszeit die 
IVIenge des bei der Reaktion noch nicht umgesetzlen Pyruvats mit Hilfe des Enzyms 
Uctat Dehydrogenase zu Lactat umsetzt und die Abnahme der Konzentration des 
bei der Reaktion der Lactat Dehydrogenase als Cosubstrat bendtiglen reduzierten 
Nikotinamid-DinukJeotid (I4ADH) mit einem geeigneten Verfahren, z. B. 
photometrisch. bestimmt 



Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden. indem man z. B. die DXS mit 
Pyruvat und GA3P inkubiert und nach Ablauf einer geeigneten Inkubationszeit die 
Menge des bei der Reaktion noch nicht umgesetzten GA3P mit Hilfe des Enzyms 
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase zu 1.3-Bisphosphoglycerat umsetzt 
und die Zunahme der Konzenlration der reduzierten Form des bei der Reaktion der 
Glycerinaldehyd-3-piiosphat Deliydrogenase als Cosubstrat benOtlgten 
Nikotinamid-Dlnukleotids mit einem geeigneten Verfahren direkt, z, B. 
photometrisch, oder nach Kopplung mit der Reduktion von 
Tetrazollumverbindungen, bestimmt 



Die Aklivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indem man z. B. die DXS mit 
Pyruvat und GA3P inkubiert und entweder nach Ablauf einer geeigneten 
Inkubationszeit oder in einem gekoppeiten enzymatischen Testsyslem kontinuierllch 
die IVIenge das bei der Reaktion freiwerdende COj mil Hilfe des Enzyms 
Phosphoenolpyruvat Carboxylase zu Oxalacetat umsetzt und die Menge des so 
gebildeten Oxalacelats mit Hilfe des Enzyms Malat Dehydrogenase zu Malat 
umsetzt und die Abnahme der Konzentration des bei der Reaktion der Malat 
Dehydrogenase als Cosubstrat benMiglen reduzierten NIkotinamid-DinukleotId 
(NADH) mit einem geeigneten Verfahren. z. B. photometrisch. bestimmt 

Die Aktivltat der DXS kann auch bestimmt werden, indem man 2. B. die DXS mit 
Pyruvat und GA3P inkubiert und die Tellreaktion der Dekarboxylierung von Pymvat 
an die Reduktion von 2,6-Dichlorphenolindophenol koppelt. 

Die Bestimmung der effektorlscHen Wirkung von Testsubstanzen kann mit 
gerelnigter DXS durchgefQhrt werden, aber auch mit ganzen Zellen eines 
rekombinanten Organismus, welcher die DXS rekombinant exprimiert. mit DXS- 
halUgen Extrakten aus diesem Onganismus oder angereicherten DXS-haltigen 
Fraktionen aus diesem Organismus. Als bevorzugter rekombinanter 
Wirtsorganismus selen Bakterien-, Insekten-und Hefezellen genannt Altemativ 
kann auch eine aus Pflanzengewebe oder Pflanzenzellkuituren Isolierte DXS 
verwendet werden. Es ist bekannt. daQ DXP zu DMAPP/IPP Qber eine Reihe von 
Zwischenschritten umgesetzt wird. Die Einzelheilen. also die entstehenden 
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Folgeenzyme sind noch nicht analysiert worden. Es ist jedoch bekannt. daS die 
Umsetzung uber Kinasen. Oxidoraduktasen, Isomerasen und Mutasen erfolgL 
Insofem Ist zu erwarten, dafi die Folgeenzyme eberrfalls Wirkorte fQr Herbizide und 
Antibiotika darsteilen und ebenfalls als Effektoren fungleren. 



FQr verschiedene Anwendungen wie z. B. die Herstellung eines o.g. biochemischen 
Testsystems zur Bestimmung einer ProteinfunMion ist eine wesentliche 
Voraussetzung, daK das zu untersuchende Protein in funktlonsfihigem Zustand und 
mfiglichst rein. d. h. frei von slorenden Aktivitaten. gewonnen werden kann. Wle bei 
alien Zellproteinen kann dies im Falle der DXS dadurch geschehen, daB das Enzym 
mit Hilfe gSnglger Verfahren der Proteinreinigung aus den Organsimen oder 
Geweben isoliert wird. In der vorliegenden Erfindung ist dargelegt, da& eine 
funktionell intakte DXS isoliert werden kann, deren Sequer^z beisplelhaft fQr E. coll 
mit SEQ ID Nr. 1 angegeben ist und mit der Sequenz aus der EMBL Datenbank 
Acc. No. U 82664 ubereinstimmt. 



1 MSFDIAKYPT LALVDSTQEL RLLPKESLPK LCDELRRYLL DSVSRSSGHF 
51 ASGLGTVELT VALHYVYNTP FDQLIWDVGH QAYPHKILTG RRDKIGTIRQ 
101 KGGLHPFPWR GESEYDVLSV GHSSTSISAG IGIAVAAEKE GKNRRTVCVI 
151 GDGAITAGMA FEAMNHAGDI RPDMLVILND NEMSISENVG ALNNHLAQLL 
201 SGKLYSSLRE GGKKVFSGVP PIKELLKRTE EHIKGMWPG TLFEELGFNY 
251 IGPVDGHDVL GLITTLKNIVIR DLKGPQFLHI MTKKGRGYEP AEKDPnTHA 
301 VPKFDPSSGC LPKSSGGLPS YSKIFGDWLC ETAAKDNKLM AfTPAMREGS 
351 GMVEFSRKFP DRYFDVAIAE QHAVTFAAGL AIGGYKPIVA lYSTFLQRAY 
401 DQVLHDVAIQ KLPVLFAIDR AGIVGADGQT HQGAFDLSYL RCIPEMVIMT 
451 PSDENECRQM LYTGYHYNDG PSAVRYPRGN AVGVELTPLE KLPIGKGIVK 
501 RRGEKLAILN FGTLMPEAAK VAESLNATLV DMRFVKPLDE ALILEMAASH 
551 EALVTVEENA IMGGAGSGVN EVLMAHRKPV PVLNIGLPDF FIPQGTQEEM 
601 RAELGLDAAG MEAKIKAWLA 



Die Verwendungsmflglichkeiten der DXS basieren im wesenUlchen auf ihrer 
enzymatischenAktivHai. Die Bereitstellung funktionell intakter DXS ermoglicht 
sowohl in vllro (z. B. zellfreies Testsystem der DXS) als auch in vivo die 
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Durchfuhrung von biochemischen Reaktionen, beispielsNveise in ein- oder 
mehrzelligen rekombinanten Organsimen oder Zellkulturen, insbesondere Hefen. 
Baklerien, Algen, Insektenzeilen oder Pflanzen. 

Diese Reaktionen kOnnen einerseits zur Herstellung von 1-DesQxy-D-xylulose-5- 
phosphat (DXP) Oder FoIgeproduWen wie z. B. Thiamin. Pyridoxin und Isoprenoide 
(u. a. Carotinoide. Chlorophyile. Phytole, Lutein, Sterole, 
UbichinoneflWenachlnone/Plastochinone. Dolichol, Naturkautschuk, Paclitaxel 
/Docetaxel (Handelsnamen TaxolA-axotere) genutzl werden, anderereeits kdnnen 
diese biochemischen Reaktionen dazu venwendet werden. urn in einem Testsystem 
die Wirkung von chemischen Verbindungen oder heterogenen Stoffgemischen In 
bezug auf die Funktion der DXS zu bestimmen. 

Des welteren kann die gentechnisch hergestellte DXS beispielsweise auch 
veiwendet werden. um die Raumstaiktur des Enzyms aufzuklaren. Zur Aufklarung 
der Raumstruktur kOnnen allgemein bekannte Verfahren, wIe z. B. die 
RflntgenstnjkturanaJyse von Proteinkristallen oder NMR-Spektroskople venwendet 
werden. Die Stnjkturfnformatlonen Ober die DXS. kfinnen beispielsweise venwendel 
werden, um eIn rationales Design von neuen Inhlbitoren der DXS - und somil 
potentiellen Herbiziden - durchzufQhren. 

Erflndungsgegenstand sind auch Effektoren der DXS, identifizierbardurch 
enzymatische Aktlvltalsbestlmmungen der DXS. Effektoren der DXS. die eIn 
Strukluranaloges des Pyruvat. des GA3P oder des DXP sind. Insbesondere 
antibiotisch. pestizid oder herbizid wirksame Effektoren der DXS. 

in den nachfolgenden Beispielen. die der nSheren ErlSuterung der Erfindung dienen 
und die In keiner Welse eine EInschrankung bedeuten sollen, wurden die folgenden 
Materialen und Melhoden venvendet: 



Bakterlenstdmme und Plasmide: 

Escherichia coil K 12, W31 10 Wlldlyp-Stamm (erhaitllch von Genetic Stock Center 
der Yale UniversilSt. U.S.A.) wurde als Ausgangsmaterial fQr die Gewinnung von 
chromosomaler DNA verwendet. 



Zur Klonlerung und Expression von dxs in E. coli DH5a (supE44 AlacUl69 (^SOIacZ 
aM15) hsdRir recAI endAI gyrA96 ihi-l relAI) (Hanahan (1983) J. Mol, Biol. 166, 
557-580) und E. coli JM 109 (recAII 5upE44 endAII hsdR17 gyrA96 relAI thi A(lao- 
proAB) P [traD36 proAB* lacl<' lacZ^MIS]) (Yanisch-Perron et al. (1985) Gene 33. 
103-119) wurde der Plasmid pUCBM20 (Boehringer Mannheim, BRD) eingesetzt. 

Klonlerungstechniken: 

Zur Wonlemng (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd 
ed. Cold Spring Harbor Lab. Press. Cold Spring Harbor, NY). PCR-Amplifizierung 
(Mullis und Faloona. (1987) Meth. Enzymol. 155, 33&^0) und Transformation von 
DNA (Hanahan (1983) J. Mol. Biol. 166. 557-580) wurden im allgemeinen die in den 
Literalurstellen beschriebenen Standardtechniken verwendet. 

Es ist zu erwarten, da(i eine verSnderte DXS-Aktivitat, Insbesondere eine 
Aktlvltatserhflhung, zu einer verstSrkten Bildung von DXP-Derivaten (z. B. Thiamin 
Oder Pyridoxin) und isoprenoiden Subslanzen fuhrt. HIerzu zShlen Carotinoide. DXS 
Ist sowohl von Interesse als Wirkort zur Hemmung der IPP-Synthese (Herbizide, 
Antibiotika). Erfindungsgegenstand ist aber auch eine ErhOhung der DXSnAktivitat 
und die verstarkte Bildung von DXP-Derivaten wie Thiamin Oder Pyridoxin 
(Vitamine B1 und B6), und vor allem von isoprenoiden Subslanzen. Dazu sollen, in 
moglichst breitem MaBe. namentlich aber nicht ausschlieSlich. beanspmcht werden: 
Carotinoide, Chlorophylle, Phvtole, Lutein, Sterote, 
Ubichionine/Menachinone/Plastochinone, Doltchol, Naturt<autschuk, 
Paditaxel/Docetaxel (Handelnamen Taxol/Taxot^re). u. a. kommerziell interessante 
Verbindungen. 
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Beispiel 1: Isolierung und Wonierung das dxs-Gens aus E. coli 



Das dxs-Gen wurde aus E. coli K12 Wildtyp-Stamm W 311 0 mittels Polymerase- 
Ketten-ReakUon (PGR) unter Verwendung der bekannten E.coli Genomsequenz U 
82664 und dem folgenden Primer amplifiziert 

DXSEC05: 5' CCGAATrCACRGCCCCTGATGAGTTTTGATS' (Bp 19836-19616) 
und 

DXSEC03: 5' TTGCATGCAGGAGTGGAGTAGGGATTATG 3' (Bp 1 7747-1 7769). 

Die PCR-Primem DXSEC05 und DXSEC03 enthalten Restrlktionsschnittstellen fur 
die Enzyme EcoRI bzw. Sphl. 

Zur DurchfQhaing der PGR wurden jeweils 1 00 pmol der Primer mil 1 ,6 ng 
chromosomaler DMA aus E. coli K-12 Wildtyp Stamm U 1 10 (W3110) eingeselzt. 
Nach Denaturierenxles DNA-Doppelstranges bei 95»C fDr 30 Sekunden, folgten 30 
Zyklen von jeweils: annealing be! 60'C, Polymerisation bei 72'C und nachfolgender 
Denaturierung bei 95X (1 min). 

Die Sequenz des PCR-Produkls (SEQ ID Nr. 2) wurde mittels eines A.L.F. Systems 
(Pharmacia, Freiburg, BRD) bestimmt: 



1 ATC3RGTTTTG ATATTGCCAA ATACCCOAOC CTOOCACTGG TCQACTCCAC 

51 CCAOSAGTTA CSACTGTTGC CGAAAGAOAa TTTACCGRflA CTCTGCGACG 

101 AACTGCGCCQ CTATXTACTC GACAG06TGA GCCOTTCCAG COGGCACTTC 

151 GCCTCCOGGC TOGGCACGGT CGAACTGACC GTGGOGCTGC ACTATGTCTA 

201 CAACACCCXX3 TTTGACCAAT TC3ATTTGGGA TCTGQGGCAT CAfiGCTTATC 

251 C6CATAAAAT TTT6ACCGGA CGCCGCGACA AAATCGGCAC CATCCGTCAG 

301 AAAGGCGGTC TGCACX:CGTT CCCGT<3GCC3C GGCGAAAGCG AATATORCOT 

351 ATTAAGCGTC GGGCATTCM CRACCTCCAT CAGTGCCGGA ATTGGTATTG 

401 CGX3TTGCTGC CGAftARAGAA GGCAAAAATC GCCGCACCOT CTGTGTCArr 

451 GGCGATOQCO CQATTACCSSC AGGCAXGGCQ TTTGAAGCGA TOAATCACGC 

501 GGGCGATATC CQXCCTGATA TGCIGGTGax TCTCAAOGAC AATC5RAATQT 

SSI CGATTTCCGA AAATQTCQGC GCGCTCAACA ACCATCOXSGC ACAOCTGCTT 

601 TCCOGTAAGC TTTACTCTTC ACTGCQCGAA GGCGG6AAAA AAGTTTTCTC 

651 TGGOJTGCCG CCAATTAAAG AGCTGCTCAA ACGCACCOAA GAACATATTA 
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701 AAGGCATGGT AGTGCCTGGC ACOTrGTTTG AAGAeCTGOQ CTTTRACTAC 

751 ATCQGCCCGG TGGACGGTCA COftTOTGCTQ GGGCITATCA CCACOCTAAA 

801 OAACATGOGC GACCTQAAflG GCCCGCW3TT CCTGCATATC ATCACCAAAA 

851 AAGGTCGTGG TTATGAACCO GCftltSAAAAAG ACCOGRTCSlC TTXCCACGCC 

901 GTGCCTAftAT TTGATCCCTC CAOCGGTTGT TTQCCGAAAA OTAOCGGCGO 

951 TTTOCCGAGC TATTCAAAftA TCTTTGGCGA CXGOTTGTOC QAAACGGCAG 

1001 COAAAGACaA CAAGCTGATG GCGATTACTC COOCQAIXSCG TCAAGGTTCC 

1051 GOCATGGTCO AOTTTTCACO TAAATTCCOG GWfCQCTACT TCQACOTGGC 

1101 AATTGCCGftG CAACACGCGO TOACCTTTaC TGCGGGTCTG GCGATTGOTG 

1151 GGTACAAACC CATTGTCGC6 ATTTACTCCS^ CTTTCCTGCA ACGCGCCIAT 

1201 GATCAGGTGC TGCATGACST GGCGATTCaA AAGCTTCCOQ TCCTOTTCOC 

1251 CATOGACOGC GCGGGCATTG TTStSTGCTGA CGGTCAAACC CAXCA6GGTG 

1301 CTTTTGATCT CTCTTACCTG CGCIGCATAC CXK&AATGOT CATTATOACC 

1351 CCCSAGOGAXG AAAACGAATG TCGCCAGATG CTCTAIACCQ GCIATCACTA 

1401 TAACGATQGC CCGTCAOCGG TGCQCTACCC GOSTGGCAAC GCGGTCGGCG 

1451 TGGAACTGAC GCCGCTGGRA AftACTACCAA TTGGCAAAGG CATTGTGAAG 

1501 COTCGTGGCO AOAAACTOGC GATCCTTAAC TTTGQTACGC TGATQCCAOA 

IS SI AOCGGCCSR&A GTCGCOOAAT CGCTGAACGC CACGCTCGTC GATATGCGTT 

1601 TrarOAAACC OCTTOATGAA GCGXTAATTC TGGAAATOGC CGCCfteCCAT 

1651 GAAGCGCTGO TC&CCGTAGA AQAAAACGCC ATXMGGGCXS GCGCAGGCAG 

1701 CacWGTOAAC GAAGTGCTQA TGGCCCATCG XAAACCAGTA CCCGTGCTCA 

1751 ACATTGGCCT QCCGGACTTC TTTAXTCCGC AAGOAACTCA GQAAOAAATG 

1801 CGCGCCQAAC TCGQCCTCGA TGOCaCTQaT ATQGaAOCCA AAATCAAGGC 

1851 CTG6CTGGCA TAA 



Beispiel 2: Expression des dxs-Gens in E ooli JM 100 

Das resultierende 1 ,9 Itb PCR-Fragment mit einer 7 bp strangaufwSrts gelegenen 
Rlbosomen-Blrdungsstelle (AGG) wurde isoliert und Qber die EcoRk und Sphl- 
Schnittstellen in den Plasmid pUCBM20 (Boehringer Mannheim. BRD) subldoniert. 
Nach Transformation In E. e»li JIWI109. wurde die Integrltat der Plasmide durch 
Restriktionsanalyse QberprOft. Die Expression erfolgte durch den auf dem Plasmid 
gelegenen lac-Promoter. 
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Beisplel 3: Reinlgung des Enzyms DXS aus rekombinanten E. coli JM 109 Zellen 
Methode A 

E. coli JM109 Zellen. die das Plasmid pUCBM20 mit dem inserierten dxs-Gen 
enthielten, wurden in LB-Medium (insgesamt 9.6 Liter) mit Ampicillln (100 mgfl) bis 
zu einer optischen Dichte von 0,8 kuIUviert und 4 h lang mit Isopropyl-beta-D- 
thiogalaktosld (IPTG) (0.4 mM) induzlert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation 
geemtet. mit 50 mM Tris/HCI. 1 mM Dithlothreitol, 0,5 mM Thiamlndlphosphat, 5 mM 
MgClg, pH 7,5 (Puffer A) gewaschen, in Puffer A resuspendiert (2,5 ml / g 
Zellfeuchtgewicht), und durch 3 Passagen in einer French Press aufgeschlossen. 
Nach Zentrifugation wurde die Zelldebris venvorfen und dem Oberstand (173 ml) zur 
FfiHung der Proteine 225 gfl NH4SO4 bei OX zugesetzl. Das Prazipltat wurde in 
Puffer A resuspendiert und ullrafiltrlert. 

Die Probe (63 ml) wurde anschiiefiend auf eine Q-Sepharose HP-Saule (Pharmacia 
Biotech, Schweden) aufgetragen. mit Puffer A gewaschen, und mittels elnes 
ansteigenden Salzgradienten (0-1 M NaCI in Puffer A) im Bereich zwischen 0,2 und 
0.3 M NaCI duiert. 



Methode B 

E. coli JM 109 Zellen, die das Plasmid pUCBM20 mit dem Inserierten dxs-Gen 
enthielten. wurden bei 37»C bis zu einer optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm 
kultivlert und mindestens 4 h lang mit Isopropyl-beta-D-lhiogalaklosid (IPTG) (0.4 
mM) induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geemtet, mit 50 mM Tris/HCI, 
1 mM Dilhiothreilol, 0,5 mM Thiamindiphosphat, 5 mM MgClj. pH 7.5 (Puffer A) 
gewaschen. in Puffer A resuspendiert (2.5 ml/g Zellfeuchtgewicht) und unter KQhIen 
in einem Ethanol/Eisbad in einem Branson Sonifier Ultraschallbad beschallt (10 30 
sec Pulse bei 40 W Arbeitsleistung. 50 % WIrkleistung). Nach Zentrifugation (1 h 
bei 38.00 x g) wurde der Oberstand als zellfreier Extrakt venvendet 
Ammoniumsulfat (22.5 g/100 ml, 40 % Sattigung) wurde bei 4'C zugesetzt Das 
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Prazipitat wurde In Puffer A reauspendiert, das Ammoniumsulfat durch wiederholte 
Ultrafiltration entfemt und die resultierende LOsung zentrlfugierl (30 min. 3.800 x g). 

Die Probe wurde dann auf eine Q-Sepharose HP-Anionenaustauschsaule (100 ml 
Innenvolumen, Pharmacia Biotech, Schwederi) aufgetragen. mil Puffer A 
gewaschen und mittels eines ansteigenden Salzgradienten (0-1 M NaCI In Puffer A) 
eluiert DXP Synthase wurde bel 0.1 bis 0,2 M NaCI eluiert. In einerzwelten 
Anionenauslauschchromatographie wurde eine DE AE-6509 TentakelsSuIe (Merck. 
Darmstadt, Deutschland) mit dem gleichen Puffer und Salzgradienten verwendet. 

Die Rohextrakte und (partiell) gereinigtes Enzym wurden mittels des unten 
beschriebenen Testverfahrens auf ihre enzymatischen Eigenschaften hin 
untersucht. aus Pyruvat und GASP DXP zu Widen. Bezogen auf die rekombinanten 
Zellen, konnte eine ca. 17^che Anreicherung erzielt werden (Tabelle 1). 



Tabelle 1 : 



Probe 


OXS-AktivitSt 
[nmol mln"''mg'^] 


E. coliLJUO 


0,4 


E. coli JM 109/pUCBM20dxs - IPTG 


12,2 


E. coli JM 109/pUCBM20dx8 + IPTG 


51,6 


DXS (angerelchert) 


850 



Im Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamldelektrophoresegel (SDS-PAGE) besltztdas 
gereinigte DXS-Protein ein apparentes Molekulargewlcht von ca. 66 kDa. Die 
Molmasse von 66 kD stimmt mit der aus der DNA-Sequenz enrtrarteten Molmasse 
von 67,6 kD Oberein. 



Beispiel 4: Enzymtest der l-Desoxy-D-xylulose-S-phosphat Synthase 

Der Test der enzymatischen Aktivrtat der l-Desoxy-D-xylulose-S-phosphat Synthase 
wurde in Gegenwart von 200 mM Natriumcllrat-Puffer, pH 6.0, 10 mM Pyruvat, 
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30 nnMD.L-Glycerinaldehyd-3^)hosphat. 20 mM MgCIj. 1,5 mM Thiamindiphosphat 
(THDP), 1 mM Dithiothreitol (DTT), 0,4 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA). 1 mCI 
[2-^*C]-Pyruvat und der zu untersuchenden Probe in einem Gesamtvolumen von 50 
Ml durchgefOhrt. 



Nach einer Inkubationszeit von 1 bis 4 Stunden (h) bei 30X wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 20%iger Perchlorsaure (5 gestoppt. Der Oberstand wurde mit 
5 molarer KjCOj (8^1) neutralisiert. 

Zu einem Aliquot von 5 pi des DXS-ReaktionsQberstandes wurden 15 U alkaiische 
Phosphatase aus Kaiberdami (1,5 /^l, Boehrlnger Mannheim, Nr. 108138) 
hinzugefOgt und 30 min lang bei 30'C Inkubiert. Das Reaktionsprodukt. DXP. wurde 
nach Dephosphoryliemng durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase als 1- 
Desoxy-D-xylulose auf einer Aminex HPX-87H (300 x 7.8 cm) HPLC-Sdule (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, MQnchen, BRD) nachgewiesen, indem die Lesung 
anschliettend auf eine Aminex HPX-87H HPLC-SSule aufgetragen und mil 6 mM 
H2SO4 be! einer Temperalur von 65'C nach Herstellerangaben eluiert wunle. 

Der Nachweis des DXP und der l-Desoxy-D-xyluiose erfolgte durch einen in Reihe 
geschlossenen UV-Monitor (185 nm) und einen Radiomonilor (Berthold LB506C). 1- 
Desoxy-D-xy!ulose-5i3hosphat eluierte im Ausschlulivolumen der SSule. Die 
KonzentraKon und Signalpositlonen vwjrden mittels chemisch synthetisierter 
Standards der jeweiligen 1-Desoxy-Xy!ulose-Derivate (von T. Begley. Cornell 
University. New York, U.S.A.) bestimmt 

1 Unit (U) der enzymatischen Aktivitat der DXS wurde als die Bildung von 1 
jjmol/min DXP bei einer Temperalur von 30" C definiert. 

Durch Dialyse gegen einen Puffer ohne Thiamindiphosphat (THDP) verier das 
Enzym seine Aktivitat Die Aktivitat konnte jedoch zu mehr als 50% rekonstituiert 
werden. wenn THDP hinzugefOgt wurde. Das Enzym zeigte insofem eine reversible. 
Thiamindiphosphat-abhangige Aktivitat. 
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Beispiel 5: Identifizierung des Reaktionsprodukts DXP 



Pyruvat und GA3P wurden in Gegenwart von gereinigter DXS unterden in Beispiel 
4 genannten Reaktionsbedingimgen umgesetzt. Ein hochauflOsendes ^H- NMR- 
Speklrum bel 400.13 MHz bzw. ein P-NMR^ektrum bei 161.97 MHz wurden an 
einem AMX-400 WB Spektrometer (Bruker. Karlsruhe, BRD) aufgenommen und 
ergab fur DXP: 5.47 {d, 1.9 Hz. 1H); 4.38 (td. 6.5 Hz.1.9 Hz, 1H); 3.90 (dd. 6.5 
Hz.7.3 Hz. 2H); 2.34 (s. 3H). 

Diese Ergebnisse stimmten mit den NMR-Daten von chemisch synthetlsierlem 1- 
Desoxy^3-xylulose-5^>hosphat(DXP, vonT. Begley. Cornell University. New York. 
U.SA) Qberein. 



Beispiel 6: Inhibition der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 

Die gemas Beispiel 3 gereinigle DXS wurde auf Ihre in vitro Aktivitat wie in Beispiel 
4 beschrieben getestet. Die gemessene relative Aktivitat des Ansalzes in 
Abwesenheit von Testsubstanzen wurde In Gegenwart von 1 , 2 und 1 0 mM Pyruvat 
mit 100% festgelegt. Naoh Zusatz des Pymvatanalogen (jeweils 10 mM) wurde die 
verbiiebene AkUvitat der DXS in Gegenwart des Kompetitors ennittelt (Tab. 2). 



Tabelle 2: Inhibition der DXS durch Stmkturanaloge des Pyruvat 





DXS-Aktivitat[%] 






mitEffektordOmM) 






Nr.1 


Nr. 2 


Pyruvat (mM) 


ohne Inhibitor 


0 


0 


10 


100 


96 


45 


2 


100 


95 


9 


1 


100 


103 


6 



SchutzansprQche: 
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AGR 97/M225 UM 



1 . Isoliertes Protein, gekennzeichnet durch die Funl<tion einer DXS Oder ein 
aktives Fragment daraus. 

2. Isoliertes Protein gemaS Anspruch 1 , herstelllaar. indem man 

a) ein Nukleinsauremolekul kodierend fOr ein Protein mit der Funktion 
elner DXS Oder eines akliven Fragments daraus in eine fur eine 
Wirtszelle geelgnete Expressionskassette Inseriert; 

b) die so erhaltene Expressionskassette in geelgneter Welse in einen fQr 
die Wirtszelle geeigneten Vektor inseriert; 

c) eine geelgnete Wirtszelle mit dem so erhaltenen Vektor transformiert; 

d) die so transformierte Wirtszelle In einem geeigneten Medium kultiviert; 
und 

e) das von besagter Wirtszelle produzierte Protein mit der Funktion einer 
DXS Oder das aktive Fragment daraus in geeigneter Weise aus dem 
Kulturrpedium oder der Wirtszelle isoliert. 

3. Isoliertes Protein gemSQ Anspwch 1 . gekennzeichnet durch SEQ ID Nr. 1 . 

4. Effektor der DXS, identifizierbar, indem man 

a) die enzymatische Aktivitat der DXS in Abwesenheit einer Testsubslanz 
bestimmt; 

b) die enzymatische Aktivitat der DXS in Anwesenheit besagter 
Testsubstanz bestimmt; und 

c) die unter a) und b) ermittelten enzymatischen Aktivltaten miteinander 
vergleicht. 

5. Effektor der DXS, der ein Strukturanloges des Pyruvats, des GASP oder des 
DXPisL 
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Pestizld wirksamer Effektor gemaa einem Oder mehreren der AnsprQche 4 



und 5. 



Antibakteriell wirksamer Effektor gemaii einem Oder mehreren der AnsprQche 
4 und 5. 



Herbizid wirksamer Effektor gemau einem Oder mehreren der AnsprQche 4 
und 5, 



